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1. INTRODUCAO

A paraoxonase-l1 (PON1) €& uma enzima secretada pelo figado e
encontrada no soro associada a lipoproteina de alta densidade (HDL) (HAREL et
al., 2007), protege as lipoproteinas e membranas celulares contra a peroxidagao
lipidica, conferindo atividade antioxidante ao HDL e inibindo a oxidacdo das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (KOWALSKA, SOCHA, MILNEROWICZ,
2015). A atividade sérica da PON1 diminui a medida que o individuo envelhece, o
gue possivelmente esta relacionado ao aumento do estresse oxidativo (LESCAI,
MARCHEGIANI, FRANCESCHI, 2009). Além disso, dados conflitantes mostram
que a atividade da enzima pode variar entre os géneros (ABELLO et al., 2014;
WEGNER et al., 2011). Outros fatores como tabagismo, diabetes, hipertensdo e
hipercolesterolemia parecem reduzir sua atividade (JAMES, LEVIEV, RIGHETTI
2000; RAJKOVIC, RUMORA, BARISIC, 2011).

Dado que os principais fatores de risco modificAveis para doencas
cardiovasculares (DCV) séao tabagismo, colesterol alto e hipertensdo (DEAKIN
AND JAMES, 2004), e que estes, por sua vez, podem influenciar a concentracéao
e atividade de PON1 (KIM et al., 2013), diferentes estudos tém procurado
associar a atividade sérica de PON1 com o desenvolvimento de DCV. Baixa
atividade de PON1 parece estar associada a formacao de placa aterosclerdtica e,
portanto, o risco de desenvolver DCV torna-se maior (ABELLO et al., 2014).
Nesse sentido, a composicdo da dieta também demonstrou ser um forte
modificador da atividade da PON1 (KIM et al., 2013). Estudos mostram que, a
ingestdo de acidos graxos saturados (SFA), poliinsaturados e monoinsaturados
(MUFAs) podem modular positivamente ou negativamente a atividade da PON1
(GARCIA et al., 2014; KIM et al.,2013; KUDCHODKAR et al., 2000; MILUTINOVIC
et al., 2014; WALLACE et al., 2001;). Sendo assim, mais estudos sdo necessarios
para elucidar a associacéo entre dieta e atividade de PONL.

Contudo, a presenca de polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP) no gene
da PON1 também estdo diretamente associados a expresséo e atividade sérica
da enzima (DEAKIN, JAMES 2004). Entre os SNPs descritos no gene PONL1, dois
sdo bastante comuns e estdo localizados na regido codificadora. Um resulta na
troca de uma glutamina por uma arginina na posi¢ao 192 (Q192R) e o outro muda
uma leucina por uma metionina na posi¢cdo 55 (L55M) (SHE et al., 2012).
Individuos com gendétipo 55 LL apresentam atividade sérica de PON1 maior do
que individuos com gendtipo 55 MM, dependendo da composicdo da dieta
(RANTALA et al., 2002). Além disso, outros SNPs foram identificados na regido
promotora do gene, localizados nas posi¢cdes -107/108, -126, -160/162, -824/832
e -907/909 (RANTALA et al., 2002). O SNP conhecido como T (-107) C tem efeito
na expressao génica e consequentemente na atividade sérica de PON1. O
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genotipo PON1-107 CC estad associado a maior atividade sérica de PON1 e
também é influenciado pela composicéo da dieta (SANTOS et al., 2016).
Considerando o fato de que o PON1 atua protegendo contra o desenvolvimento
de DCV e que varios fatores, como os SNPs e a composicdo da dieta, tém
impacto direto na atividade sérica de PON1, nosso objetivo foi associar a
atividade sérica de PON1 em mulheres com os SNPs PON1 55 e -107 e a
composicao da dieta.

2. METODOLOGIA

Este estudo foi aprovado pelo comité de Etica da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Foram utilizadas amostras de
sangue oriundas de um estudo envolvendo 26 pacientes com idade acima de 18
anos, atendidas no ambulatério de Ginecologia da Faculdade de Medicina da
UFPEL, no periodo de maio a novembro de 2015. A coleta foi realizada por
puncdo venosa, apoés jejum de 12 horas. Foram coletados dois tubos, um sem
anticoagulante para obtenc&o do soro, e outro contendo EDTA, para obtencéo do
sangue total.

Para a extracdo de DNA foi utilizado protocolo previamente descrito de
salting out utilizando as amostras de sangue total. Apos, o DNA total foi
guantificado no NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) e
padronizado para 100 ng/uL. Para deteccédo dos SNPs de interesse, foi conduzida
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) seguido por digestdo enzimatica e
eletroforese. A PCR para identificacdo do L55M foi conduzida usando GOTag® e
os primers forward (GAAGAGTGATGTTATAGCCCCAG) e reverse
(ACTCACAGAGCTAATGAAAGCCA), seguindo as recomendacdes do fabricante.
Foram corridos 35 ciclos (95°C por 45 seg; 61°C por 45 seg e 72°C por 1 min). A
digestao dos produtos de PCR foi realizada utilizando a enzima de restricao Nlalll
(PON1 55) a 37°C durante 2 h.

A PCR para identificacdo do SNP T (-107) C foi realizada usando os
primers forward (AGCTAGCTGCGGACCCGGCGGGGAGGaG) e reverse
(GGCTGCAGCCCTCACCACAACC). As condicdes de PCR foram idénticas as
descritas acima, exceto que a temperatura de anelamento foi de 67°C. A letra
minuscula no primer forward indica uma incompatibilidade que introduz um sitio
de restricdo para a endonuclease BsrBl (New England Biolabs), pois ndo ha sitio
de restricdo especifico cortando a sequéncia de DNA original. A digestdo foi
conduzida por 2 h & 37°C com enzima BsrBl.

Os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose (3%) corada com SYBR® Safe (Life Technologies) durante uma hora
com 150V. Os produtos foram separados em virtude da diferenca de tamanho. O
alelo PON1 -107 C foi identificado pelos fragmentos de 28 e 212 pb no gel,
enquanto o alelo T resultou no fragmento de 240 pb nao digerido.

A atividade da PONL1 foi avaliada nas amostras de soro utilizando um
protocolo previamente descrito (BROWNE et al. 2007). A atividade da PONL1 foi
expressa em U/mL. O Questionario de Frequéncia Alimentar (QFA) foi utilizado
para verificar a ingestdo de gordura alimentar total e fracdes de SFA, MUFA e
PUFA.

Os resultados foram analisados através do software GraphPad Prism 6. Foi
utilizado ANOVA de duas vias para analisar o efeito do gendtipo sobre a atividade
sérica de PONL1.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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A frequéncia do alelo para o0 SNP PON1 L55M na populacédo analisada foi
maior para o alelo L (69,2%) e para o alelo PON1 T (-107) C o C (53,8%). Neste
estudo observou-se a distribuicdo genotipica de 56% para o gendtipo LL, 32%
para LM e 12% para MM. Em relagdo a distribuicdo do gendtipo PON1 C (-107) T
SNP foi de 28% para o gendtipo TT, 41% para TC e 31% para CC. Para a
frequéncia combinada, a distribui¢éo foi de 7,7%, 11,5%, 26,9%, 34,6% e 19,2%
para portadores de 0, 1, 2, 3 e 4 para alelos C e L favoraveis. Assim como neste
estudo, o alelo L também € predominante na literatura, mas sua frequéncia difere
entre as populacdes. Na populagédo caucasiana da América do Norte a frequéncia
do alelo L é de 64%, na populacéo caucasiana da Europa a frequéncia esta entre
57- 64%, na populacdo asiatica da China a frequéncia do alelo € de 96% e a
populacdo asiatica do Japdo tém frequéncia entre 91-94% (RAJKOVIC,
RUMORA, BARISIC, 2011).

A atividade sérica média geral de PON1 foi de 99,45 = 4,7 U/mL na
populacao analisada. Ambos os SNPs tiveram um efeito significativo na atividade
de PON1, individuos com alelos C e L tiveram maior atividade de PON1 no soro.
Ao combinar os dois SNPs alelos favoraveis, observamos um forte efeito na
atividade sérica de PON1 (P <0,05). Houve um efeito linear de aumento do
namero de alelos C e L favoraveis (P = 0,007). Valores mais elevados de
atividade enzimética para o genotipo LL e associacdo do alelo M a uma menor
expressdo da PONL1 ja foram evidenciados anteriormente (BROPHY et al., 2001;
MACKNESS et al., 1998).

Diversos estudos tem demonstrado que a composicdo da dieta exerce
influéncia sobre os niveis de atividade da PON1. Dieta rica em acidos graxos
saturados e insaturados foram associados a alteracdes na atividade enzimatica,
mas existem controvérsias em relacdo a influéncia de uma dieta aterogénica (rica
em SFA sobre os niveis de PON1 (KIM et al., 2013; KUDCHODKAR et al., 2000;
MILUTINOVIC et al., 2014). Ao relacionar a ingestdo de SFA com a atividade da
PONL1, independentemente do gendtipo, ndo foi observada diferenca significativa
entre as mulheres com baixa e alta ingestao (P>0,05). Entretanto, ao relacionar o
gendtipo percebemos que em mulheres com alta ingestdo de SFA a presenca do
alelo M promoveu uma reducdo da atividade enzimatica (P<0,05). Esta mesma
associacao negativa nao é encontrada no grupo de mulheres com baixa ingestao
do &cido graxo.

4. CONCLUSOES

Estes dados indicam que ndo apenas o polimorfismo influéncia a atividade
sérica da PON1, mas outros fatores como a composicédo da dieta também estéo
relacionados a mudancas na atividade da enzima. Considerando o fato de que
nao foi identificado um efeito negativo na atividade da PON1 nos grupos com
baixa ingestdo de acidos graxos saturados, € visivel que a adequacdo da dieta
torna-se necessaria afim de evitar o efeito negativo da possivel presenca do alelo
M no genotipo do individuo.
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